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1. Bevezetés

A fotoszintézis fizikai, kémiai és biolégiai szem-
pontbdl egyardnt komplex folyamata soran a névényekben
a fényenergia szerves vegyliletek kémiai k&téseinek ener-
gidjava alakul. Az igy raktarozott kémiai energia eay-
részt a nbvény sajat életfolyamatainak energiasziikségle-
tét fedezi, masrészt - kdzvetve ~ mas éldlények szamara
is energiaforrasként szolgal. A fotoszintézis reakcidit
a lejatszd6ddé folyamatok természete szerint harom naayobb
szakaszra osztjuk.

Az els® [un. fotofizikai szakaszban/ a fotoszinteti-

kus pigmentekben /klorofillok és mas jarulékos fotoszin-
tetikus pigmentek/ megtdrténik a késdbbi folyamatok soran
hasznosuld fényenergia elnyelddése. A reakcidcentrum klo-
rofill molekuladja a fény hatasara gerjesztett 4llapotba

keril. A gerjesztési enercia stabilizadldédasira akkor ke-

riil sor /a masodik, un. fotokémiai szakaszban/, amikor a

gerjesztett klorofill molekula alapallapotba tér vissza,
ami a reakcidécentrumhoz csatlakozdé elektrontranszport-
lanc akceptor oldalanak reduk&lt, donor oldalédnak pedig
oxidalt allapotba hozasaval toltésszétvalast eredményez.
Ezt k6vetden a szétvalt tSltések redox reakcidk soroza-
tdn keresztiil stabilizdlédnak az elektrontranszport lanc
komponensein, ahol két fotokémiai rendszer egylittmiikodé-
sének eredményeként egyrészt oxiaén felszabadulassal j&rod
vizbontds tOrténik, misrészt a fotoszintézis biokémiai
szakaszdban lejatszd6ddé folyamatok szamdra szlikséges NADPH

és ATP keletkezik. Ebben a harmadik szakaszban tSrténik



a szén-dioxid megk&tése, ami energidban gazdag, magas
redukdltsagi foku vegyliletek: szénhidritok keletkezé-
sét eredményezi.

A fotoszintézis szakaszainak ezen rovid vazlata
utan valamivel részletesebben foglalkozunk a fotokémiai
szakaszban lejatsz6dd toltésstabilizacid helyével, a
fotoszintetikus elektrontranszport lanc komponenseivel.
Az 1. abra az elsd és masodik fotokémiai rendszer vaz-
latat mutatja: az elektrontranszportlanc komponenseket
az un. Z-sémaban [/Hill és Bendal, 1960/ elhelyezve.

A két fotokémiai rendszer egylittmiikbédése soran
elektronok jutnak a kb. +0.8 V redoxpotencialis viz/oxi-
gén rendszerbdl a kb. -0.32 V redoxpotencidlis NADPH/
NADP+ rendszerbe egy olyan specialis uton, amely két
szakaszan is az elektron szamdra kedvezd energiagradiens-
sel ellentétes. Ezeken a helyeken a tovabblépéshez szik-
séges energidt a két fotokémiai rendszer reakcidcentruma-
ban elnyelt fényenergia adja.

A masodik fotokémiai rendszer reakcidcentrumaban
/P680 jeldli az 1. abran a 680 nm-nél mutatott jelleg-
zetes fényindukalt abszorpcidvaltozadsa alapjan/ a klo-
rofill-a fény hatasara gerjesztett allapotba keril.
Amikor ebbdl a gerjesztett dllapotbdl alapallapotba
visszatér, a mdsodik fotokémiai rendszer akceptor olda-
la redukalt, donor oldala pedig oxidalt &allapotba keriil.

A donor oldalon eldszdr egy primer donor /D/ oxida-
16dik, majd a pozitiv t6ltés az un. vizbontd enzimre /Y/

keriil. Mivel egy molekula viz felbontas&hoz négy pozitiv
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A fotoszintetikus elektrontranszportldnc (Z-séma)
vazlata. (Jelmagyardzat a szovegben.)

toltés sziikséges, a vizbontd enzim miikbdésének leira-
sdra Kok és mtsai /1970/ egy tSbb toltéstarold allapot-
bdl /az un. S-allapotokbdl/ 4116 tSltésgylijtd rendszer
létezését feltételezték. Ezek az allapotok a masodik
fotokémiai rendszerben keletkezd pozitiv tSltések fel-
vétele k8zben ciklikusan egymasba alakulnak at. A viz-
bontasban k&zvetlenil csak a néay pozitiv toltéssel
rendelkezd S, allapot vesz részt, amely ek&zben So
allapotba megy at. A Kok-féle modell az So - S4 alla-
potok feltételezésével megmagyarazta az oxigén polari-

zacids mérések soran kapott négyes periddusu oszcilla-



cidét. /Joliot és mtsai, 1969. Maximalis oxigénfejldo-~
dést a harmadik, hetedik, tizenegyedik stb. gerjesztd
fényimpulzus utdn mértek./

Az akceptor oldalon a gerjesztett P680O /P680x/
alapallapotba keriilésekor a donor oldali oxidaciés fo-
lyamatokkal egyidejiileg redukcids folyamatok jétszéa-
nak le. Az akceptor oldalon eldszbr egy feofitin mole-
kula /Pheo jeldli az 1. abran/, egy magnéziumot nem
tartalmazdé klorofill redukaldédik. A feofitintdl az igy
felvett elektront egy kinonmolekula /a Qp, amit toérté-
neti okokbdl a PS-2 elsddleges akceptoranak neveziink/
veszi at, amit az elektrontranszportlancban egy masik,
két elektron tarolasara alkalmas kinonmolekula /Qg, a
masodlagos akceptor/ kdvet. A Qp egyszeresen redukdlt
dllapota sStétben viszonylag hosszu ideig stabil, mig
a kétszeresen redukdlt dllapot gyorsan visszaalakul
oxidadlt allapotta, mikdzben két elektron tovabbitddik
a plasztokinon-gylijtd /PQ/ felé. A Qp kételektronos
"kapu" szerepét az indokolja, hogy a plasztokinon hid-
rokinonna redukdladsdhoz két elektron sziikséges /Bouges-
Bocquet, 1973; Pulles és mtsai, 1976/. A redukalt plasz-
tokinont egy vasat és ként tartalmazdé protein /az un.
Rieske~féle centrum/ és az ezzel szorosan asszociiald-
dott két citokrédm komponens /[citokrdém-bg és citokrdm-f/
oxid&lja. Az elektrontranszport egy réztartalmu kom-
ponensen /plasztocianin, PC/ keresztil folytatdédik, ezt
a komponenst az egyes fotokémiai rendszer gerjesztett

reakcidcentruma /P700/ altal keltett tbltésszétvalaskor



keletkezd pozitiv t8ltés oxidalja. Ez a fotoszintetikus
elektrontranszportlanc un. nem ciklikus miikédési médja,
melynek soradn a P700 akceptor oldalan létrejovd erdsen
redukaldé komponens a ferredoxinokon /[redox reakcidkra
képes nem hem-jellegii vasproteinek/ keresztiil egy ka-
talizald enzim /a ferredoxin - NADP - oxidoreduktaz/
segitségével a NADP-t redukalja. A redukalt-NADP vala-
mint a két fotokémiai rendszer mik&dése kSzben képzddd
ATP biokémiai reakcidk redukalészere ill. energiaszol-
galtatdjaként jut fontos szerephez a fotoszintézis to-
vabbi reakcidi soréan.

Lathaté, hogy az elektrontranszportldncban lejat-
sz6d486 tdltésszétvalasi és toltéstarolasi folyamtok
mennyire létfontossaguak és alapvetd szerepiliek a foto-
szintézis reakcidinak sorozataban. A tovabbiakban az
elektrontranszportlinc egy szakaszan, a masodik foto-
kémiai rendszerben lejatsz6dé folyamatokrdél, ill. ezek-
nek lumineszcencia médszerekkel tOrténd vizsgalatardl

lesz szo.

2. Irodalmi attekintés

2.1. A késleltetett lumineszcencia jelensége

A fotoszintézis lumineszcencia mbédszerekkel torténd
vizsgédlata Strehler és Arnold /1951/ felfedezésétdl sza-
mithatd, akik megvilagitott kloroplasztiszokban a meg-

vildgitads befejezése utdn /még néhdny perccel késSbb is/



mérhetd lumineszcencia fényt tapasztaltak. A jelenséget
leveleken /Strehler, 1951/ és kés®bb fotoszintetizald
baktériumokon /Arnold és Thompson, 1956/ is megfigyel-
ték. Az igy mért késleltetett lumineszcenciarél® ki-
mutattdk, hogy a fotoszintetikus elektrontranszportlanc
aktivitdsival szoros &sszefiliggésben van, és feltételez-
ték, hogy a fotoszintézis soradn lejatszd6dd reakcidk meg-
forditasabdl szarmazik. Ezzel megalapoztdk a késlelte-
tett lumineszcencia eredetét magyarazd un. rekombinécids
hipotézist, amely az irodalomban fellelhetd mas magya-
razatok - pl. az Arnoldtdl szdrmazé lyuk - rekombina-
cidés hipotézis /Arnold és Azzi 1968, 1971; Bertsch és
mtsai,1971/ vagy a triplett-triplett annihilicids
hipotézis /Stac§ és mtsai, 1971; Shuvalov, 1976 /-mel-
lett ma is a legelfogadottabb /Velthuys és Amesz, 1974;
Lavorel, 1975a; Malkin, 1977/. A feltételezést, hogy a
késleltetett lumineszcencidt a t8ltésszétvdlds utan a
reakcidécentrumot ujra gerjesztett allapotba hozdé rekom-
bindcid okozza, jdl bizonyitja Velthuys és Amesz /1973/
kisérlete, melyben a PS-2 akceptor oldali komponenseit
kloroplasztiszokban Na-ditionittal redukalva a késlel-
tetett lumineszcencia intenzitasanak ndvekedését ta-
pasztaltak.

A késleltetett lumineszcencia fCleg a masodik foto-

kémiai rendszerre jellemz® /Amesz és van Gorkom, 1978/,

+A jelenséget Strehler és Arnold "delayed luminescence" terminolé-
gidjanak tikdrforditiasaként késleltetett lumineszcencidnak fogjuk
a dolgozatban nevezni, megjegyezve, hogy a késtbbi angol nyelvi
irodalom vegyesen hasznalja a kezdeti elnevezést a "delayed
fluorescence" és "delayed light emission" kifejezésekkel.



bar Shuvalov [/1976/ az egyes fotokémiai rendszerrel
kapcsolatba hozhatd késleltetett lumineszcencia kompo-
nenst is megfigyelt, és lehetséges, hogy a tavoli vo-
ré6s fénnyel gerjeszthetd, tObb perces fél-élettartamu
komponensek /Bjd8rn, 1971; Bertsch és Azzi, 1964/ is
kapcsolatosak az egyes fotokémiai rendszerrel, de ezek
intenzitasa jdéval kisebb, mint a médsodik fotokémiai

rendszerhez rendelhetd komponenseké.

2.2. A késleltetett lumineszcencia értelmezése:

a téltésrekombindcids modell

A rekombinacids elmélet alapjan a késleltetett
lumineszcencia létrejdtte a 2. &bran vazolt séma alap-
j&n képzelhetd el. A madsodik fotokémiai rendszer reakcid-
centrumdnak klorofill-a molekuldja /Kl-a/ fény hatéaséara
gerjesztett allapotba keriil /Kl-a®/. Alapallapotba tor-
ténd visszatérése tdltésszétvalast eredményez: a donor
oldal oxidalédik, az akceptor oldal redukaldédik. Az igy
kialakuld t&ltéspar pozitiv tagja a donor oldalon, nega-
tiv tagja pedig az akceptor oldalon az elSbbiekben is-
mertetett redox folyamatok soran "vandorol" az elektron-
transzport lancban a vizbontd enzim ill. az egyes foto-
kémiai rendszer felé. Ennek soran a toltéspar energiaja
fokozatosan cs6kken /[/tulajdonképpen az egyes lépések
kOzotti csekély energiaveszteség okozza a stabiliza-

cidjat/. Megfeleld gerjesztési hOmérséklet esetén azon-
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ban, a k&rnyezet hdenergidajabdél pdtolva a visszafelé
lépések energiakiilénbségét, létrejdhetnek az eldBbbiek-
kel ellentétes irdnyu reakcidk is. Szobahdmérsékletii
gerjesztéskor lehetdség van arra /ahogy azt a 2. abra
alsd része mutatja/, hogy a visszafelé iranyuld reak-
cidk eredményeként a reakcidcentrum ujra gerjesztett
dllapotba keriiljén /ezuttal fénygerjesztés nélkil/,

és alapadllapotba t&6rténd visszatérésekor sor keriiljdn
a megfigyelhetd lumineszcencia fény kibocsajtasara.

A késleltetett lumineszcencia tdltésrekombinacids
hipotézis alapjan t8rténd értelmezésébdl kdvetkezik,
hogy a késleltetett lumineszcencidt okozd rekombina-
cibéban résztvevd tdltések redox tavolsaga szoros kap-
csolatban van a fél-élettartammal: nagyobb tavolsag-
b6l t8rténd rekombindcidhoz hosszabb fél-élettartamu
komponens tartozik. Mivel a gerjesztés és megfigyelés
egyarant szobahOmérsékleten torténik, a késleltetett
lumineszcencidt eredményezd rekombinacidés folyamatban
t8bbféle akceptor-donor par is eldfordulhat mint t&ltés-
forréds, igy a szobahOmérsékletli késleltetett luminesz-

cencia mérésben tdbb komponens eldfordulasa varhatb.

2.3. Egy specidlis késleltetett lumineszcencia:

a termolumineszcencia

A fotoszintetikus elektrontranszportlancban végbe-

mend toltésszétvalasi és toltéstarolasi folyamatok vizs-



galatira a késleltetett lumineszcencia mérések mellett
gyakran alkalmazzdk a termolumineszcencia mbédszerét is.
Mivel a dolgozatban leirt késleltetett lumineszcencia
eredmények is szorosan kapcsolddnak az ugyanezen a te-
riileten végzett termolumineszcencia kutatdsokhoz, a k&-
vetkezdkben rdviden ismertetjik a kloroplasztiszokon
megfigyelhetd termolumineszcencia jelenségének lényegét.

A termolumineszcenciat gyakorlatilag a késleltetett
lumineszcenciaval egyidejlileg fedezte fel Strehler és
Arnold /1951/. A jelenséget a késleltetett lumineszcen-
ciaval egységes elméleti alapokon a tdltésrekombindcids
hipotézissel magyaraztdk /Arnold és Sherwood, 1957/,
amely a késObbiekben tovabbi pontositidsok és médositasok
soran valt a termolumineszcencia jelenleg elfogadott mo-
delljévé [Vass és mtsai, 1980; DeVault és mtsai, 1983;
Osszefoglald Szalay és Demeter 1986-os munkija/.

Ennek alapjan a termolumineszcencia kialakulasat
a 3. abran vazoltuk. Az alacsony hOmérsékletii megvila-
gités soran gerjesztett reakcidcentrum alapallapotba
tOrténd visszajutasakor tSltésszétvalas zajlik le, ugyan-
ugy mint a késleltetett lumineszcencia esetében. A kdzeg
[/ szobahOmérsékletli allapothoz képest/ kisebb hGenergiaja
miatt azonban a t&ltések "csapdazddnak" az elektron-
transzportlanc akceptorain ill. donorain /3. abra felss
része/. A visszafelé irdnyuld folyamatok megindulasara
csak a hBmérséklet emelésekor van lehetdség, ekkor tor-
ténik meg a termolumineszcenciat eredményezd rekombinacid

/3. dbra alsd része/. A megfigyelés soran a folyamatos,
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4llandé sebességli filités mellett a hdmérséklet fliggvé-
nyében abrazolva a mért lumineszcenciafény intenzita-
sat, jellegzetes, maximummal rendelkezd g&rbét kapunk.
A kloroplasztiszok termolumineszcencidjanak elmélete
/Vass és mtsai, 1980/ alapjan k&vetkezik, hogy a termo-
lumineszcencia gdrbe maximumanak helye /a maximum-
hOmérséklet/ a késleltetett lumineszcencia fél-élettar-
tamdhoz hasonldan jellemzd a rekombin&lddé tSltések re-
doxallapotara.

Ha az alacsony h6mérsékletﬁ gerjesztés folyamatos
fénnyel t&rténik, ez tSbbféle akceptor és donor feltdl-
t6dését is jelentheti, azonban, ha a gerjesztés olyan
fényimpulzus, ami elektrontranszportldnconként egyetlen
toltéspar kialakulasat eredményezi, akkor a tSltésszét-
valas utadn az alacsony h®mérsékleten végsdsoron csak
egy akceptor kerilil redukalt allapotba és csak egyféle
donor lesz oxidéalt. Igy a termolumineszcencia gbrbe a
gerjesztéstdl fliggden t8bb sadv szuperpozicidja,vagy csak
egyetlen TL sav /a 3. abran példaként fényimpulzus ger-
jesztésre kapott egyetlen savot tilintettiink fel/. A két
lumineszcencia jelenség mérésekor alkalmazott gerjesz-
tési hOmérsékletek kiildnbsége magyaridzza tehdt, hogy
fényimpulzus gerjesztés esetén csak egyetlen termolumi-
neszcencia savot figyelhetiink meg, viszont ugyanilyen
gerjesztd fényimpulzusra tSbb késleltetett lumineszcencia
komponens is jelentkezik.

A két lumineszcencia jelenség k&zds eredete - pon-

tosabban az a tény, hogy a termolumineszcencia egy
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specidlis, az alacsony gerjesztési hOmérséklet miatt
stabil t6ltéstadrold a&llapotokbdl megvaldsuld termiku-
san stimulalt késleltetett lumineszcencia ~ lehetdvé
teszi, hogy a két mérési eljarast egymast kiegészitve
lehessen alkalmazni a PS-2 t&ltéstarold allapotainak

vizsgalatara.

2.4. A késleltetett lumineszcencia komponensei

Fényimpulzussal gerjesztett kloroplasztiszokban a
késleltetett lumineszcencia a mikroszekundumostdl a t&bb
perces iddtartamig mérhetér
A megfigyelt késleltetett lumineszcencia a korabban tar-
gyalt elméleti megfontolasokkal Osszhangban altalaban
tbbb, exponencidlis lecsengésii komponens szuperpozicidja-
nak tekinthetd /Malkin, 1977; Amesz és van Gorkom, 1978/,
bar az irodalomban vannak olyan elképzelések is, amely
szerint nem minden késleltetett lumineszcencia komponens
exponencialis /Lavorel 1975a/.

A legrdvidebb, bizonyitottan fotokémiai reakciéval
kapcsolatos jelet van Best és Duysens [1977/ mérték kb.
0.6 psec félélettartammal, de példaul Gulotty és mtsai
/1985/ mutans algdkban pikoszekundumos fél-élettartamu
jelet is mértek. Normalis mik&dési kloroplasztiszokban
a mikroszekundumos /Lavorel, 1973/ és néhany miliszekun-
dumos [/1-10 ms/ /Lavorel, 1975; Ruby 1968/ idStartomany-
ban mérhetd késleltetett lumineszcencia komponenseket a

primer akceptorrdl szarmazd negativ tdltés és a tdltés-



szétvalas utdn még igen révid ideig pozitiv reakcid-
centrumrél /van Best és Duysens, 1977; Klimov és mtsai,
1977/ vagy valamilyen a reakcidcentrumhoz k&zeli donor-
r6l /Lavorel 1973/ szarmazd pozitiv tdltés rekombindcidja-
kéht értelmezik. Az ezeknél hosszabb iddtartomdnyba esd
komponenseket eredményezd tSltéspar szadrmazasi helyéiil

az akceptor és a donor oldalon egyarant a reakcibcentrum-
t61 nagyobb tavolsagban levd elektrontranszportldnc kom-
ponenseket kell feltételezni.

Azt a feltételezést, hogy a donor oldalon a rekom-
bindcidban résztvevd pozitiv tOltések a primer donor he-
lyett a reakcidcentrumtél nagyobb redoxtavolsagban levd
vizbontd enzimrdl is johetnek meggydzden alatamasztja
a késleltetett lumineszcencia intenzitdsaban megfigyel-

hetd oszcillacib.

feltételezések a lassu komponens eredetére

vonatkozdan

Fényimpulzus sorozattal torténd gerjesztés esetén
a késleltetett lumineszcencia gerjesztés utani adott
iddpillanathoz tartozd intenzitis-értékeit a fényimpul-
zusszam filiggvényében abrdzolva négyes periddusu osz-
cillacids kép alakul ki. Ennek jellegzetességeit elsd-
ként Barbieri és mtsai /1970/ és Zankel /1971/ vizsgalta.
Kutatédsaik sorédn a késleltetett lumineszcencia oszcil-

lacids képeit a fényimpulzussal gerjesztett oxigén-
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polarizécibds mérések soran tapasztalt négyes periddusu
oszcillacids képpel /Joliot és mtsai, 1969/ Osszevetve
vizsgdltdk. A késleltetett lumineszcencia oszcilléacidéja-
nak négyes periodicitasa kézvetlen kisérleti bizonyité-
kot nyujt arra, hogy a késleltetett lumineszcenciat
eredményezd rekombindcidés folyamatban a pozitiv tolté-
sek a vizbontd enzim S-allapotairdl szarmaznak. Az Osz-
cillacids kép maximumai alapjan kovetkeztetni lehet
arra, hogy melyek a folyamatban legvaldsziniibben részt-
vevd S-allapotok. A késleltetett lumineszcencia hosszabb
ideji, szekundumos komponenseivel kapcsolatban sokaig
az a nézet volt elterjedt, hogy oszcillacid ebben a tar-
tomdnyban nem figyelhetd meqg /Lavergne és Etienne, 1980/,
ezért ezeknek a komponenseknek az eredete sem volt tisz-
tadzott. Az oszcilldcidés kép megfigyelésére valdsziniileg
azért nem kerlilt sor egészen a k6zelmultig, mert a sze-
kundumos iddtartomanyban a késleltetett lumineszcencia
a prompt fluorescencidhoz képest egyébként is kicsi fény-
intenzitdsa /Clayton, 1965, 1969/ a hosszu fél-életideji
komponensek esetében kildndsen kicsi /Malkin, 1977/.
Rutherford és Inoue [/1984/ elsdként figyeltek meg
oszcilldcidt a kloroplasztiszokon a szekundumos iddtar-
tomanyban mérhetd késleltetett lumineszcencia intenzitd-
sdban, és ezt késdbb leveleken is megmérték /[Rutherford
és mtsai, 1984/. Az altaluk megfigyelt késleltetett lg—
mineszcencia eredetét annak 0Oszcillacids képe és a
termolumineszcencia B sdvjidnak oszcillacidja kozti ana-

l6gia alapjan adtak meg.



2.5.1. A termolumineszcencia B-savja és a késlelte-

" tett lumineszcencia lassu komponense

A kloroplasztiszokban mérhetd termolumineszcencia
+30°C k&riili B-savjardl /masnéven f&siv/ megadllapitotték,
hogy a gerjesztd fényimpulzusok szamanak fliggvényében
a csucsintenzitas négyes periddusu oszcillacidt mutat a
2., 6. stb. fényimpulzusoknal tapasztalhaté maximumok-
kal [/Rutherford és mtsai, 1982/. Ez egyértelmien utalt a
vizbontdé enzim szerepére a folyamatban. Mivel a Kok-féle
modell szerint a sOtétadaptalt kloroplasztiszokban a
vizbontdé enzim dominédns &llapota az S; allapot /So:S3:
82:S3=25:75:O:O/, a masodik gerjesztd fényimpulzusra je-
lentkezd maximum alapjén kovetkeztettek az S3 &llapot
kiemelt szerepére a B-sav létrejottében. KésSbb kimutat-
tdk /Demeter és Vass, 1984/ hogy a B-sav alacsony
/T<-60°C/ hdmérsékleten is gerjeszthetd, ahol csak az
S1*S, atmenet lehetséges a vizbontd enzimben /Inoue és
Shibata, 1978/, igy a B-sav létrehozadsaban a donor ol-
dalon az S3 allapot mellett az S, dllapotrdl szarmazd
pozitiv t&ltések is szerepet jatszanak.

Rutherford és mtsai /1982/ az akceptor oldalon a
termolumineszcencia s&vot létrehozd rekombinacidban részt-
vevd negativ tobltések forrasaként az elektrontranszport-
lanc masodlagos akceptorat jeldlték meg. Ezt a feltétele-
zésliket kOzvetlen kisérleti bizonyitékként tamasztja ala
Demeter és Vass /1984/ azon megfigyelése, hogy a masodla-
gos akceptor kozel 100%-0s oxidaldédasahoz veéet6 hosszu

sbtéttadrolds utdn a madsodlagos akceptor gerjesztd fényim-
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pulzusonként ellenkezOre valtozd redoxdllapota tiik-
r6z0dik a B-sav kettes oOszcillacidjaban.

Ezen megfigyelések alapjadn allapitottidk meg a ter-
molumineszcencia B-savjarél /Rutherford és mtsai, 1982;
Demeter és Vass, 1984/, hogy az S; Qg és S3 Qg re-
doxéalllapotokbdl eredd tSltésrekombinidcid eredményezi.

Mivel Rutherford és Inoue [/1984/ az &ltaluk leirt
szekundumos késleltetett lumineszcencia oszcillaciés
képének vizsgadlatakor négyes periddusu, a 2. és 6. /[stb./
gerjesztd fényimpulzus utdn maximdlis intenzitasu osz-
cillaciét talaltak, a termolumineszcencia B-sdvjanak az
irodalomban mar ismert /és a fentiekben részletezett/
magyardzata és a késleltetett lumineszcencia és a termo-
lumineszcencia jelensége k&z6tt meglevd [lasd. 2.3/ ha-
sonldésag alapjan arra a kdvetkeztetésre jutottak, hogy
a megfigyelt késleltetett lumineszcencia feltételezhe-

tBen az Sy O~ és S3 Qg~ &llapotokbdl ered.
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3. Célkitilizések

Jelenlegi munkankban a kloroplasztiszokon mérhetd
késleltetett lumineszcencidt vizsgadltuk a szekundumos

iddtartomanyban. Célul tiliztik ki, hogy

- az ebben az idotartomanyban mérhetd késleltetett lu-
mineszcencia komponensekre bontdsa utadn k&zvetlen kisér-
letes bizonyitékot keresiink arra, hogy a Rutherford és
Inoue /1984/ altal felfedezett lassu komponens kialaku-

lasaban a masodlagos akceptor résztvesz.

- a mérési eredmények szamitdgépes modellezésével iga-
zoljuk, hogy a lassu komponens az Sy QB” és S3 O~

redoxadllapotokbdl szadrmazd rekombindcid eredménye

- megvizsgaljuk hogyan alkalmazhatdk a szekundumos idso-
tartomdnyba esd késleltetett lumineszcencia komponen-
sek a masodik fotokémiai rendszerben lezajldé tdltés-

szétvalasi és tarolasi folyamatok vizsgalataban.
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4. Anyagok és mbddszerek

4.1. Kloroplasztisz izolalas

Méréseinkhez spendtbdél izolalt kloroplasztiszokat
hasznadltunk, amiket a koradbban leirt médon /Demeter és
mtsai, 1985/ készitettiink el.

Az aprdra vagott levéldarabokat izolald pufferrel
/0.4 M szorbit, 10 mM NaCl, 5 mM MgCl,, 1 mM MnClz,
2 mM etiléndiamin-tetraecetsav, 2 mM Na-aszkorbat,

50 mM 2-N-morfolino-etanszulfonat, pH 6.5 és 0.4% bovin
szérum albumin/ ddrzsmozsarban elddrzsSltik és kétrétegl
nylonszlirén /~ 30 pm p6lusatmérd/ atszilirtiik. A szlirletet
5 percig centrifugdltuk /2000xa/, majd az liledéket szusz-
penddltuk /0.4 M szorbit, 10 mM NaCl, 5 mM MgcCl,,

1 mM MnCl2 , 2 mM etiléndiamin-tetraecetsav, 50 mM N-2-
hidroxietilpiperazin-N’-2-etanszulfonat, pH 7.5/. A
szuszpenzid klorofill tartalmdt /klorofill-a + kloro-
fill-b/ Arnon /1949/ mbédszere szerint acetonos kivonas-
sal hatdroztuk meg UNICAM SP 1800-as spektrofotométerrel.

Az izolalt kloroplasztiszokat felhasznalasukig kb.
100 ug /ml-es klorofill koncentracidban a szuszpendald
oldatban 4°C hdmérsékleten, sdtétben tartottuk. Az osz-
cillacids kép valtozasait eldidézd tarolasokat s6tétben,
szobahtmérsékleten végeztik.

Az alkalmazott herbicideket szobahOmérsékleten ad-
tuk a mintadkhoz. A ferricianidos kezelést Robinson és
Crofts /1983/ mdédszere szerint végeztilkk. A kloroplasztisz
szuszpenzidét 150 upg /ml klorofill koncentracidéra higitot-

tuk /0.1 M szorbitot tartalmazd, egyéb &sszetevOkben



valtozatlan szuszpendald pufferrel/, 50 pg/ml ferri-
cianiddal egy 6rédn keresztiil s&tétben, 0°C-on, folya-
matos keverés kdzben inkubdltuk, majd az eredeti szusz-
pendald pufferrel sttétben kétszer Atmostuk /5 perces
centrifugdlas, 2000xg, az idledéket kb. 5 ml szuszpenda-
16 pufferben felszuszpendaltuk, megismételtilk a centri-
fugalast és kb. 0.5 ml-ben szuszpenddltunk/. A kezelés
utdn a kloroplasztiszokat felhasznidldsig s&tétben,

+49C-on tartottuk a szuszpenddld pufferben.

4.2. A késleltetett lumineszcencia mérése

A késleltetett lumineszcencia méréshez a szusz-
pendaldé oldattal 30 pg/ml klorofill koncentracidra hi-
gitott mintdkat hasznaltunk 1 cm-es kilivettdban. A méré-
si elrendezés vazlata a 4. abran lathatdé. A gerjesztés
programozhatdé impulzusgeneratorral vezérelt xenon flash-.
lampaval /General Radio, Stroboslave, 0.5J, 3 psec/
tortént. Fényimpulzussorozat alkalmazdsakor /az oszcil-
lacids képek mérésénél/ a sorozat tagjai egymdst 80
miliszekundumonként kdvették.

A megfigyelés kezeletlen kloroplasztiszok vizsgalatakor
az utolsdé gerjesztd fényimpulzus utédn 1 masodperccel
kezdddott. DCMU-val /3-/3,4-diklérfenil/-1,1-dimetilkar-
bamid/ kezelt kloroplasztiszok késleltetett lumineszcen-—
cia oszcillaciéjanak mérésekor 20 uM DCMU-t adtunk &llan-
doé keverés mellett a mintdhoz kbzvetlenil az utolsd ger-

jesztd fényimpulzus utan, majd 3 madsodperc mulva kezdtik
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4 .Abra

A késleltetett lumineszcencia mérd berendezés
vazlatg. (f.e.gbksz.:fotoelektronsokszorozé,
analizator=KFKI ICA 70 sokcsatornds analizator)
a megfigyelést. A megfigyelés minden esetben EMI 9558B
fotoelektronsokszorozdval tortént, és egy elektroniku-
san vezérelt fénykapu nyitasaval kezddddtt. A fotoelektron-
sokszorozd jelét egy, intézetilinkben készililt differencial-
erdsitdn keresztiil sokcsatornads analizatorba [/KFKI, ICA

70/ vezettik. Az analizdtorban tarolt jelet X-Y ird se-

gitségével rajzoltuk fel.

4.3. Oxigén mérés Clark-féle elektrdddal

A koroplasztiszok oxigénfejlesztd képességének
mérése folyamatos,telitési megvilagitads mellett Clark-
tipusu elektrdéddal tortént a Droppa és mtsai /1981/
altal leirt médszer szerint 3 ml pufferben /O0.1M szor-

bit, 20 mM NaCl, 4 mM MquZ, 10 mM Ko HPQ 2mM etilén

4 ’
diamin-tetraecetsav, 50 mM N-2-hidroxietilpiperazin
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-N’ -2-etanszulfonat, pH 7.5/ 50 pg/ml klorofill kon-
centracidé mellett, 0.25 mM p-benzokinon mesterséges

elektronakceptor jelenlétében.

4.4. Szamitasi mbdszerek

4.1.1. A késleltetett lumniencia gdrbék felbontéasa
/\_/\/\_/-

komponensekre

A késleltetett lumineszcencia komponensek meghata-
rozésakor a mért gOrbék exponencidlisokra vald bonta-
sdra a csillapitott legkisebb négyzetek mdédszerén ala-
puld szamitdgépes illesztési eljarast alkalmaztuk
/Marquardt, 1963/, amit kordbban mar sikerrel hasznal-
tak fel abszorpcids spektrumok /Demeter és mtsai, 1974/
és termolumineszcencia gbrbék /Vass és mtsai, 1980/

bontasahoz.
Az altalanos mdodszer lényege, hogy az x; /i=1l,...,n/

pontokban mért Yy /i=1,...,n/ mérési pontokra az y/x;/
analitikusan leirhatd filiggvényt illesztve a x2 paramétert
minimalizadljuk az aj /3=1,....N/ illeszt8 paraméterek
valtoztatdsédval /n: a mérési pontok, N: az illesztd
paraméterek szama/:

2

2
¥~ := ? Cy; - y&x)) s

Q -
e N

ahol o;: az Yy bizonytalanséaga. x2 minimalis, ha

) 2
Ja. X =0

]
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Az illesztd flggvényt 3y k6riil elsdrendli Taylor-sorba

fejtve a paraméterfiiggés linearizdlhaté:

Byo(X)
y(x) = yo(X) + § — Gaj
j Baj

Ezt x2 minimalizalasi feltételévé beirva ujabb linedris

kbzelitéssel a k&vetkezd egyenletrendszer adédik:

B, = i: Sa; oy (j,k=1,...,N)
ahol ] 1 ayo(xi)
Bk 1= - —;§>( v; T yo(xi) N - )
i 3
_ 1 9y, (x;) 3y, (x;)
o. = L —= ( )
1k . 2
i O, da. da
1 ] k

A szamitdsi eljaras célja az elbbbi egyenletrendszerbdl
a Baj paramétervaltozasok megadasa. Marquardt [/1963/
médszerének lényege, hogy egy A paraméter bevezetésével

az eldbbi B = da-a egyenletrendszer helyett egy

B = da-ar egyenletrendszert old meg, ahol
aj K ( 1+3) , j=k
3 —
aj K T
a’j k ’ j¢k

Marquardt bebizonyitotta, hogy X2 minimumihoz k&zeledve

A nd. Az eljaras vazlata a kdvetkezs:

1./ xz szamitdsa a kezdeti paraméterekbdl, X2/a/.
2./ A = 0.001
3./ 9da és x2/a +da/ szamitdsa a fenti egyenletrendszer-

bd1.



4./ ha lea + da/ naagyobb, mint X2/a/, A nbvelése utéan
visszatér a 3. pontra.

5./ ha X2/a +da/ kisebb,; mint x2/a/, A csOkkentése és az
a’= a + Ja helyettesités utén az a’' paraméterekkel

tér vissza a 3. pontra.

Az eljarasnak akkor van vége, ha X2 egy adott kilszObérték

alada csokken.

4.4.2. A szamitott oszcillacids képek

A késleltetett lumineszcencia oszcillacidjanak
szamitdgépes modellezésekor a donor oldal leirasara
Lavorel /1976/ matrix modellje alapjan a vizbontd enzim
S-allapotain a s&tétadaptalt mintdkban S5:S7:5,:S3 =
25:75:0:0 szazalékos toltésmegoszlast feltételeztiink.

Az oszcilléacids képben tapasztalhatd csillapodds magya-
razatara alkalmaztuk azt a feltételezést is, amely sze-
rint az i. S-allapotbdél az /i+l/.-be tO6rténd atmenet
mellett kis valdszinliséggel, de végbemehetnek Si——9si+2
/"double hit"/ és Si—>si /"miss"/ folyamatok is
/Forbush és mtsai, 1971; Lavorel, 1976; Wydrzynski és
Sauer, 1980, Delrieu, 1974/. Ezekre a folyamatokra rend-
re 8% ill. 3% valédészinliséget feltételeztiink.

Az akceptor oldalon a masodlagos akceptor miik6dését
a QB‘—EX-QB_ ——£QL+QB2— fényreakcoék és QB%:’QB sGtétben
lezajld reakcd feltételezésével irtuk le /Bouges-Bocguet,
1973/ . Meghatadroztuk minden gerjesztd fényimpulzus utan
az 50,7 és S3QB_ mennyiségét, és ezt a fényimpulzus-
szam fliggvényében abrédzolva kaptuk az oszcilldciés ké-

peket.



5. Eredmények és megvitatasuk

5.1. A szekundumos késleltetett lumineszcencia

komponensexre bontasa

Az 5. &bran az izolalt kloroplasztiszokban fényim-
pulzus gerjesztés utdn mérhetd késleltetett lumineszcen-

cia 1d®0beli valtozasa lathaté. Az abra felsd részében

N
=

N
N

N
o

@

S

o

Kesleltetett lumineszcencia interzitas(rel. egys.)

IdS (s)

5. hbra

Az egy iényimpulzussal gerjesztett késleltett
lumineszcencia intenzitdsa izoldlt kloroplasz-
tiszokban. Az inzerten a késleltetett luminesz-
cencia 1ntenzitds logaritmusdnak idofiiggése.)



levd inzerten a késleltetett lumineszcencia intenzita-
sanak logaritmusat abrazoltuk az idd fliggvényében. Ennek
alapjan a megfigyelt jel két exponencialis lefutdsu kom-
ponens Osszegének tekinthetd, amelyek fél-élettartama
~2.9 sec és ~44 sec. A tovabbiakban ezt a két komponenst
fogjuk gyors és lassu szekundumos komponenseknek nevezni.
A dolgozat k&vetkezd részében eldszdr azt mutatjuk be,
hogyan alakul a lassu komponens intenzitdsa a gerjesztd

fényimpulzusok szamidnak valtozdsakor.

5.2. A _lassu késleltetett lumineszcencia komponens

eredete

5.2.1. Kbzvetlen kisérleti bizonyiték a masodlagos

akceptor szerepére

A 6A abran lathatd, hogy a lassu komponens a maso-
dik gerjesztd fényimpulzus utdn mutat maximadlis intenzi-
tadst. Ha az izoldlt kloroplasztiszokat a mérés eldtt
szobahOmérsékleten két 6ran a4t sOGtétben taroltuk, ez a
maximum eltolddasdhoz vezetett /6B a&bra: az elsd ger-
jesztd fényimpulzus utdni késleltetett lumineszcencia
intenzitas a masodik utdnihoz képest megndvekedett. Ez
az eltolédas Osszhangban van azzal a feltételezéssel
/Rutherford és Inoue, 1984/, hogy a redukalt masodlagos
akceptorrédl /QB—/ eredd negativ tdltések résztvesznek
a lassu komponenst eredményezd rekombindcid létrehoza-
sadban, mivel ez a maximum eltolddds a kdzvetleniil izo-

lalés utédn fennalléd Qp:0 "2~ 50:50 szazalékos arany

B
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6.Abra

A kesleltett lumineszcencia intenzitdsa 1,2,35 és
4 gerjesztd fényimpulzus esetén (balrol jobbra
minden oszlopban) frissen izoldlt (A), két éran
at (3) és négy orédn at (C) sotétben tdrolt kloro-
pilasztiszokban.
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megvaltozédsat tiikrozi,azt a korabbrdl ismert tényt, hogy
a sbtét tarolds sordn ez az arany fokozatosan eltolédik
az oxidalt allapot javara /Wollmann, 1978/. A nagyobb
mennyiségii oxidalt Qp eredményeként az els$ gerjeszts
fényimpulzus utdn a masodlagos akceptorok nagyobb része
lesz redukdlt &llapotban, ez tehdt indokolhatja /a Qg
tdltéstarold mechanizmusanak figyelembevételével/ a
lassu komponens relativ - sdtétben t8rténd taroléas okozta
intenzitdsntvekedését az elsd gerjesztd fényimpulzus utén
a két fényimpulzus utdn mérhetd fényintenzitdshoz képest.

Hosszabb tdrolds [négy 6ra sbtétben, szobahdmérsék-
leten/ hatasat mutatja a 6C abra. A QB:QB’ arany tovabb
tolédott az oxidalt allapotok javara, gyakorlatilag
minden masodlagos akceptor oxidalt, ezért a gerjesztd
fényimpulzusok szamanak filiggvényében paratlan szamu
fényimpulzus utdn redukalt, paros szamu utédn oxidalt
masodlagos akceptorok Jjelenléte lesz jellemzd. Ennek meg-
felelBen a lassu késleltetett lumineszcencia egy vagy
harom fényimpulzussal gerjesztve lesz viszonylég nagy,
kettd vagy négy gerjesztd fényimpulzus utdn pedig vi-
szonylag kis fényintenzitdsu. Ez a megfigyelés k&zvetlen
kisérleti bizonyitékot jelent arra, hogy a feltételezett
mechanizmus az akceptor oldalt jél1 irja le: a lassu kés-
leltetett lumineszcencia komponenst eredményezd t&ltés-
rekombinadcid folyamatdban a masodlagos akceptorrdl szar-
mazd negativ tO8ltések vesznek részt.

A kdvetkezd abra&n /7. abra/ a kiilonbdzd iddStartamu

tdrolasok hatasat mutatjuk be az oszcillacids képek
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Kesleltetett lumineszcencia intenzitds (rel. egys.)
5

1 2345678
Fenyimpulzus szam

7.Abra

A lassu késleltetett lumineszcencia oszcilldcidja
frissen 1zoldlt (A, folyamatos vonal), két drén
at (B), négy érén at (C) sotétben tdrolt és ferri-
cianiddal kezelt (D) kloroplasztiszokban.

(A, szaggatott vonal): a négy oran at sotétben
tdrolt mintdk mérés eldtt djra megvildagitva.



alapjan. /A lassu komponens vizsgalatakor az utolsd
gerjesztd fényimpulzus utdn 30 szekundummal mért kés-
leltetett lumineszcencia intenzitast abrazoltuk a ger-
jesztd fényimpulzusok szaménak fliggvényében. Az igy
kapott pontsorozatot a szemléletesség kedvéért egyenes
szakaszokkal kotdttiik Ossze, ezt az dbrazolast nevezzik
oszcilladcidés képnek./ A 7A abran az izoladlas utan /taro-
lds nélkil/ mérhetd négyes periddusu, a masodik és ha-
todik fényimpulzus utdni maximumu oszcillacidé lathatd
/7a &bra, folyamatos vonal/. A 7B abran a viszonylag
révid /két 6rds/ szobahOmérsékletli tdrolas hatasa figyel-
hetd meg: az oszcillacid négyes periddusa megmarad, de

a Qgp:Qp ardny az eldbbiekben részletezett megvaltozasa
miatt eltolédott maximumhelyzet figyelhet® meg az elsd
és 6tddik fényimpulzus utédn. A 7C abra a hosszu [néagy
éra/, szobahdmérsékleten tdrténd sttéttarolas hatasat
mutatja: a késleltetett lumineszcencia oszcillacidja
kettes periddusu, koveti a masodlagos akceptor redox-
allapotéanak oszcillacidjat.

A Qp oxiddldédasat nemcsak hosszu sOtét-tarolassal
érhetjik el, hanem oxidaldészerrel is. Robinson és Crofts
/1983/ kimutattdk, hogy izolalt kloroplasztiszokat
kadlium-ferricianiddal kezelve a fotoszintetikus elektro-
transzportlancban a masodlagos akceptorok t&bb mint 95%-a
oxidalt allapotba hozhatd. Az altaluk leirt médszerrel
kezelt kloroplasztiszokban a lassu késleltetett lumi-
neszcencia ugyanolyan kettes periddusu oszcillacidjat

tudtuk kimutatni, mint a hosszu, szobah®mérsékleti sotét-



tarolasnak kitett mintdkban /7D abra/. Ez azt is iga-
zolja, hogy a hosszu sbtét-tarolassal valdéban eldidéz-
tiik a masodlagos akceptor oxidalasat.

Ha a négy 6rdn a4t sotétben, szobahOmérsékleten
tarolt mintdkat ujra megvilagitjuk és megmérjiik a kii-
16nb8z8 szadmu gerjesztd fényimpulzusra adott szekundu-
mos lassu késleltetett lumineszcencia jelet, azt tapasz-
taljuk, hogy visszadllithatdé az izolalas utan /hosszu
tarolas nélkiil/ tapasztalt négyes periddusu, a mascdik
és hatodik fényimpulzus utdni maximumokkal rendelkez®
oszcillacidé /7A abra, szaggatott vonal/. Az igy tapasz-
talt visszadllast a madsodlagos akceptor szerepének eddi-
gi értelmezése jo6l1 indokolja: az ujbdli megvilagitas
helyredllitja a tarolds soran eltolédott QB:QB" aranyt
kb. 50:50 szazalékosra, igy az akceptor oldalon minden
gerjesztd fényimpulzussorozat utdn ugyanolyan mennyiségli
negativ to6ltés vehet részt a lassu komponenst eredmé-

nyez6 téltésrekombindcids folyamatban, mint kdzvetleniil

3 = 00

izolalas utan.

5-2.2. A degradacids hatasok kiklszObdlése

Az eddigiekben a lassu késleltetett lumineszcencia
komponenst eredményezd toltésrekombindcids folyamatban
résztvevd toltések kozlil az akceptor oldalrdl szarmazd
negativ toltésekkel foglalkoztunk, kOzvetlen kisérleti

bizonyitékot adtunk arra nézve, hogy a redukadlt masod-



lagos akceptorrél szarmaznak.

Felmeriil a kérdés, hogy a kapott oszcillaciéds
valtozasok nem tulajdonithaték-e a kloroolasztiszok
szobah®mérsékletli tarolasdval jard degradaciénak, a
donor oldal ebbdl fakaddé valtozasanak. Meavizsgaltuk,
hogyan hat a szobahGmérsékletl taroléds az izolalt kloro-
plasztiszok oxigén fejlesztd képességére. Eredménylinket

a kobvetkezd abra /8. adbra/ mutatja. Lathatd, hogy mig

100

0, fejlodes (%)
nm
O

0 2 4 6 8
Tarolasi idd (ora)

8.Abra

Az izoldlds utdn szobahtmérsékleten sotétber: (s),
és fényben (o) tdrolt kloroplasztiszok oxigén-
fejlesztd képességének vdltozdsa a tdroldsi ido
fuggvénveében.
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a szobahOmérsékleten és fényben tarolt izolalt kloro-
plasztiszok viszonylag révid idé /kb. harom 6ra/ alatt
elvesztik oxigénfejlesztd képességiik felét, addig a
szobah®mérsékleten és sbOtétben tarolt kloroplasztiszok
az oszcillacidés valtozasok vizsgalatakor alkalmazott
leghosszabb /négy o6ras/ tarolasi idd alatt is alig /kb.
bt szadzalékot/ veszitenek oxigénfejlesztd képességlikbol.
Ez azt mutatja, hogy az eldbbiekben bemutatott kettes
periddusu oszcillacidé valdban az akceptor oldal valtoza-
sait tiikrdzi: a négydrads szobahOmérsékletli sOtét-taroléas

a donor oldalon nem okoz jelentds valtozasokat.

5.2.3. A lassu komponens Oszcillaciéjanak szamité-

gépes modellezése

Az oszcillacids képek periodicitds vizsgalata arra
utal, hogy a lassu késleltetett lumineszcencia létre-
jottekor a madsodlagos akceptorrdl eredd negativ tdltések
a vizbontd enzim S-allapotain téarolt pozitiv t&ltésekkel
rekombinalédnak. Annak érdekében, hogy a pozitiv tolté-
sek pontos szarmazasi helyét megadjuk, a t&ltésrekombina-
cidés folyamatot és ezen keresztiil a lassu késleltetett
lumineszcencia oszcillacids képét modelleztiik, majd a
modell-szamitasok eredményeit az eldbbiekben ismertetett
/és a 7. abran bemutatott/ mért oszcillacids képekkel

hasonlitottuk &ssze.
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Szamitdsaink sordn feltételeztiik, hogy a vizbontd
enzimben a kezdeti S5:S;:5,:53=25:75:0:0 szazalékos
megoszlds utan a Kok-modell szerint tOrténik az S-alla-
potok egymasba alakulasa. A tdltésrekombindcidban részt-
vevd pozitiv t6ltésekrdl feltettiik, hogy az 82 és 83
dllapotokrdl szarmaznak. Ehhez az akceptor oldalon ki-
16nb6z8 Qp:Qp  szdzalékos megoszldsokat adtunk meg mint
kiindulasi/gerjesztés eldtti/ értékeket, és meghataroztuk
az S,0p  és S30p redoxdllapotokbdl létrejovs téltésre-
kombindciébdél eredd késleltetett lumineszcencia relativ
intenzitasat kiilénb6zd szamu gerjesztd fényimpulzus ha-
tdsdra. Az igy szamitott oszcillacidbs képek a 9. abran
lathatdék. Az abran feltilintettiik azokat, a Qp:Qp  érté-
keket, amelyek mellett a szamitott oszcillécids képek
legjobban kOvetik a mért lassu késleltetett lumineszcen-
cia oszcillacidt.

A 9A. abra azt mutatja, hogy az S,0 és S3 O~
&llapotokbél feltételezett rekombinidcid az irodalombdl
ismert QB:QB_ = 50:50 /Wollman, 1978/ szadzalékos megosz-—
last haszndlva négyes periddusu oszcillacidt ad, jél
irja le a nem tarolt kloroplasztiszokban megfigyelhetd,
két ill. hat gerjesztd fényimpulzus utdn maximidlis kés-
leltetett lumineszcencia jelenséget /vdé. a 7A. abraval/.
A 9B. és 9C. abrakat rendre Osszehasonlitva a 7B. és
7C. &brédkkal megallapithatjuk, hogy az S, Qg és s3QB‘
dllapotokbdl t8rténd rekombindcid feltételezése helyt-
4116, ezzel a modellel a masodlagos akceotorok fokozatos

oxidaldédasaval jard oszcillacids valtozasokat jél tudtuk
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A késleltetett lumineszcencia szdmitott oszcilla-
cids kepei az abran Jelolt Qh. o ardnyok mellett
az 3 D és 5.Q, axl?potokhol to@tené rekombind-
giot™ Q]Letn% 5
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k&6vetni a négyes periddust megdrzd, de mar eltérd
maximumu /egy ill. 6t gerjesztd fényimpulzus utdn maxi-
malis/ kozblilsd &llapoton keresztilil a gyakorlatilag

teljesen oxidalt Qp-t jelzd kettes oszcillaciédig.

A lassu szekundumos késleltetett lumineszcencia kompo-

nens /tl/2::44s/ tehat az,s2QB és az S3Q0p _redoxalla-

potokbdl eredd rekombindcid eredménye.

5.3. A gvors szekundumos késleltetett luminesz-

cencia komponens eredete

5.3.1. A lassu komponens kikilisz&bSlése

A lassu komponens eredetének tisztazasa utédn a kés-
leltetett lumineszcencia ~ 2.9 szekundumos fél-élettar-
tammal jelentkezd gyors komponensével foglalkozunk.
Eredményeink tarayaldsanak kezdetén /az 1. abran/ meg-
mutattuk, hogy ez a gyors komponens szerepel az izolalt
kloroplasztiszokban mérhetd késleltetett lumineszcencia
komponensek k&zott.

Ha az izolalt kloroplasztiszokhoz a masodik foto-
kémiai rendszerben az elsbdleges és masodlagos akceptor
k6z6tt gatld hatasu DCMU-t /3-/3,4-diklérfenil/-1,1-di-
metilkarbamid/ adunk, és megvizsgaljuk a mintéaban az
egy gerjesztd fényimpulzusra valaszul kapott késlelte-
tett lumineszcenciat, azt tapasztaljuk, hogy a lassu

[t ~ 44s/ komponens eltinik, a gyors komponens viszont

1f2
\

valtozatlan marad /10. abra/.
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Az egy fényimpulzussal gerjesztett késleltetett
lumineszcencia intenzitdsa a gerjesziés eldtt
ODCiMU-val kezelt izoldlt kloroplasztiszokban. Az
inzerten az interizitds logaritmusanak idofilggese.



A lassu komponensrol megallapitottuk, hogy az azt
€ldidézd tOltésrekombindcids folyamatban résztvevd
negativ t8ltések a masodlagos akceptorrdl szadrmaznak.
Igy nem meglepd, hogy mivel a gatolt elektrontranszport-
lancban az elektronok a fénygerjesztést kdvetden nem
juthatnak el a madsodlagos akceptorig, ezért innen t&1-

tésrekombindcidés folyamatok sem indulhat ki.

5.3.2. A gyors komponens oszcillacidja

A gyors komponens eredetének vizsgdlatakor cél-
szeriinek latszott a lassu komponens esetében eredményes
mbédszer kOvetése: az oszcillacids képek tanulmanyozasa.
Mivel csak a gyors komponenst akartuk vizsgalni, kézen-
fekvd volt, hogy vizsgalatainkhoz DCMU-val kezelt kloro-
plasztiszokat hasznaljunk, igy azonban a gatolt elektron-
transzportléncban nem érvényesiilhet egynél t8bbk gerjesztd
fényimpulzus hatdsa. Ezért, kihaszndlva azt az irodalom-
b6l ismert megfigyelést /Velthuys és Amesz, 1974/, hogy
az izolalt kloroplasztiszokhoz sttétben adott DCMU a
gatld hatasa mellett QAQE———yQi Qp iradnyu elektronvisz-
szadramlast okoz; a gyors komponens vizsgdlatakor eld-
szOr kezeletlen mintat gerjesztettiink a megfeleld szamu
fényimpulzussal, majd az utolsdé fényimpulzus soran sbtét-
ben DCMU-t kevertiink a minté&hoz. Igy a megfigyelt kés-
leltetett lumineszcencidban csak a gyors komponens ta-

lalhatd meg, viszont t&bb gerjesztd fényimpulzus hatasa
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is tanulmanyozhatd. A klilonbdzd szamu /egytdl négyig/
gerjesztd fényimpulzus utdn a fentiek szerint mért
oszcilldcids képek a kSvetkezd abran lathatdk /1ll. &abra/.
A 11.A. abra a frissen izo0ldlt /nem tarolt/ kloroplasz-
tiszokban, a 11.B &abra két éran at, a 11.C &bra négy
6ran at szobahGmérsékleten tarolt mintdkban kapott ered-
ményeket mutatja. Lathatd, hogy a gyors szekundumos kés-
leltetett lumineszcencia komponensek intenzitasa a kildn-
bdz8képpen tdrolt mintdkban rendre hasonldé médon fligg a
gerjesz2td fényimpulzusok szamdtdl, mint azt a lassu sze-
kundumos komponensek esetében lattuk. Ez a hasonldség
még jobban megfigyelhetd, ha felrajzoljuk a gyors kom-
ponens oszcilldcids képeinek valtozasét. [A gyors kom-
ponens oszcillacids képét a lassuéhoz hasonldan vettiik
fel, csak a fél-élettartamok kiilénbségére valdé tekintet-
tel nem harminc, hanem 6t szekundummal az utolsd gerjesz-
td fényimpulzus uténi intenzitésbél/. A 12. &bran be-
mutatjuk a gyors késleltetett lumineszcencia oszcilla-
cibés képeit frissen izoldlt /nem tarolt/ /12.A. abra/,
két 6ran at /12.B abra/ és négy O6radn at sotétben, szoba-
hémérsékleten tarolt /12.C &bra/ mintdk esetében.
Megdllapithatjuk, hogy az igy kapott oszcillacids képek
rendre megegyeznek a hasonld tarolasi koriilmények k&zott
a lassu késleltetett lumineszcencia komponens esetében
kapottakkal. Ezt az azonossidgot azzal tudjuk magyarazni,
hogy a Qp-nek gerjesztd fényimpulzussorozat hatéasara
kialakuld redox &llapota az ezutén sOtétben adott DCMU

hatasara a QA redoxallapotadban tiikkr6zddik. Ezt figyelembe-
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A késleltetett lumineszcencia intenzitdsa 1,2,3
és 4 gerjeszt6 fényimpuizus esetén (balrdl jobb-
ra minden oszlopban) a gerjesztés utdn DCMU-val
kezelt kloroplasztiszokban tdrolds nélkil (A) és
két-(B) ill. négydrds (C) sotétben tdrolds utéan.
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A késlelteteti lumineszcencia oszcilldacidja a ger-
Jjesztés utan DCMU-val kezelt kloroplasztiszokban
tdrolds nélkil (A), két-(B) és négydras (C) sotét-
ben tdrolds, ill. ferricianidos kezelés esetén(D),
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véve az oszcillacids képek tarolads okozta valtozasa

most is a QB:QB‘ szadzalékos arany tarolads soran bekod-
vetkezd valtozasénak: az oxidalt Qp mennyiségi ndvekedé-
sének tudhatd be, ez a valtozds azonban most az oxidalt
Qp mennyiségi ndvekedésével jar egylitt.

Kettes oszcilldcidt nemcsak a négy 6rdn &t szobahdmér-
sékleten sbtétben térolt, hanem a lassu komponens ese-
tében ismertetett oxiddld hatdsu ferricianidos kezelés-
nek kitett mintakban is megfigyelhetjliik /12.D abra/.
Ennek alapjan, valamint az oszcillacibés kép vadltozasait
a lassu komponens esetében leird szamitasokkal Osszevetve

/9A-C és 12 A-C abrak/ azt allithatjuk, hogy a késlelte-

tett lumineszcencia gyOrS‘/tl/2~v2;9s/ komponense az

S, 0p és S3 Qp" redox-allapotokbél torténd rekombindcid

eredménye.

5.4. A szekundumos késleltetett lumineszcencia

komponensek egy alkalmazasi lehetdsége

A szekundumos id&tartomadnyba esd két késleltetett

lumineszcencia komponens/t ~ 2.9s,~44s/ eredetének

1/2
megadasaval lehetdség nyilii arra, hogy ezt a két kom-
ponenst felhaszndljuk olyan folyamatok vizsgalataban,
ami a komponenseket eredményezd rekombinacid toltésfor-
rasait, pontosabban ezek redoxdllapotat érinti. A sza-
mos lehetséges [nagyrészt kutatas alatt a4lléo/ terlilet

k6zlil egy alkalmazast szeretnénk bemutatni, a szekundumos
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késleltetett lumineszcencia alkalmazasat a masodik
fotokémiai rendszerben hatd, elektrontranszportlanc
gatld herbicidek vizsgalataban.

Mint azt mar bemutattuk, az egy fényimpulzussal
gerjesztett késleltetett lumineszcencia két szekundumos
komponense k&ziil a lassu komponens DCMU-kezelés hata-
sara eltiinik, a gyors komponens viszont valtozatlan
marad, mivel a vizbontd enzim S-allapotai csak a Qp-n
tarolt negativ t8ltésekkel rekombindlédhatnak. Amennyi-
ben fenol-tipusu herbiciddel, dinosebbel /2,4 dinitro
-6- [2-butil/fenol/ kezelt kloroplasztiszokat gerjesz-
tiink egy fényimpulzussal, a megfigyelhetd késleltetett
lumineszcencia szintén egy komponensii, de amint azt a
13. abran bemutatjuk - ahol a kezeletlen /13.A abra/
és DCMU-val kezelt /lé.B abra/ kloroplasztiszokban ta-
pasztalt késleltetett lumineszcenciaval Osszehasonlitva
abrazoljuk -, ez az egyetlen komponens /13.C abra/ gyor-
sabb lefutasu /tl/iv 0.7s/, mint az eddig targyalt gyors
szekundumos komponens. Ez azt jelenti, hogy a rekombi-
naciés folyamat, ami ezt a késleltetett lumineszcencia
komponenst eredményezi, kisebb redoxtédvolsagbdl megy
végbe, mint a tl/jw'2.9 szekundumos komponens esetében.
Ezt a feltételezést tamasztja ald az az irodalomban mas
jellegli mérési eredmények alapjén elfogadott nézet, mely
szerint a fenol-tipusu herbicidek akceptor oldali haté-

helyilk mellett a donor oldalon is rendelkeznek hatod-

hellyel /van Assche és mtsai, 1984/.

Hatdhelyeik alapjé&n az elektrontranszportlancot
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Az egy fényimpulzussal gerjesztett késleltetett
lumineszcencia kezeletlen (A), a gerjesztés eldtt
DCMU-val (B) és dinosebbel (C) kezelt kloroplasz-
tiszokban. Az inzerteken a megfelel( késleltetett
iumineszcencia intenzitdsok logaritmusa ldthato
az ido fuggvényében.
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a masodik fotokémiai rendszerben gatld herbicideket

két nagy csoportba osztjak: DCMU-tipusu és fenol-tipusu
hebicidekre [Pfister és Schreiber, 1984/. A feltétele-
zett donor oldali gatlas miatt azok a pozitiv tdltések,
amelyek a késleltetett lumineszcencia komponenst ered-
ményezd rekombindcids folyamatban résztvesznek nem a viz-
bonté enzim S-allapotairél, hanem egy a reakcidcentrum-
t61 kisebb redoxtavolsidgban levd donorrdl rekombin&lddnak
a redukalt Qp-rdl szarmazd elektronokkal. Ennek alapjén

a késleltetett lumineszcencia médszerével jél és gyorsan
vizsgdlhatdk a madsodik fotokémiai rendszerben hatdé elektron-

transzport gatld herbicidek hatdhelyei.
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6. Osszefoglalas

Munkank soridn a kloroplasztiszokban mérhetd kés-
leltetett lumineszcenciat vizsgadltuk a szekundumos idd-
tartomdnyban. Megmutattuk, hogy az itt mérhetd késlel-
tetett lumineszcencia jel két, exponencidlis lecsengésii

komponensre bonthatdé: egy gyors /[t ~ 2.9 s/ és egy

1/2

lassu /t ~ 44 s/ szekundumos Osszetevdre.

1/2

Megéilapitottuk mind a gyors, mind a lassu, szekun-
dumos kompones eredetét: kOzvetlen kisérleti bizonyitékot
adtunk arra, hogy a lassu komponens esetében a redukalt
masodlagos akceptor a rekombindcidban résztvevd tdltések
forrasa. Szamitdgépes modellezéssel kiegészitve megmutat-
tuk, hogy a lassu szekundumos komponens az 82 QB" és az
S5 QB' redoxadllapotokbdél kinduld rekombindcids folyamat
eredménye.

A gyors szekundumos komponensrdl bebizonyitottuk,
hogy az Sj QA“ és S3 Qg redoxallapotokbdél eredd rekom-
bindcibé okozza [Hideg és Demeter, 1985/. Megadllapitottuk,
hogy a késleltetett lumineszcencia jél alkalmazhatd moéd-
szer a masodik fotokémiai rendszerben tOrténd tdltéstéro-
l4si folyamatok vizsgdlatara, mivel az altalunk azono-
sitott késleltetett lumineszcencia komponensek fél-élet-
tartama fligg a rekombinacidés folyamatban résztvevd tolté-
sek redox té&volsagatdél. Erre példaként a masodik foto-
kémiai rendszerben hatdé elektrontranszportlancgatld
herbicidek hatdohelyvizsgadlataban lehetséges alkalmazéast

mutattuk be /Hideg és Demeter, 1986, kozlés alatt/.
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